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RESUMO 
 
Um dos desafios nos estudos genéticos é usar a 
pequena quantidade de diferenciação genética entre 
populações para inferir a história das migrações humanas. As 
diferenças genéticas entre as populações humanas derivam 
principalmente de gradações nas taxas de frequências 
alélicas a partir de genótipos distintos. A estrutura 
populacional foi identificada a partir da acumulação de 
diferenças de pequenas frequências alélicas através de 
muitos loci. Neste trabalho foram genotipados dois 
marcadores (APO e PV92) em uma amostra de 200 
catarinenses (AR – Artrite Reumatoide e PSC – População 
de Santa Catarina), sem relação de parentesco entre si, 
doadores voluntários. Um desvio o Equilíbrio de Hardy-
Weinberg (p<0,050), no grupo amostral AR (PV92 – p= 
0,000), foi realizado o Qui-Quadrado de homogeneidade, 
tanto para o marcador APO como para o PV92, a hipótese 
nula foi rejeitada, ou seja, os dois grupos amostrais não são 
homogêneos quanto às classes fenotípicas. Para APO o X
2
 
calculado (26,6025) foi bem maior do que o X
2 
tabelado 
(5,99), e para PV92 o X
2
 calculado (32,2801) foi bem maior 
do que o X
2 
tabelado (5,99). Associações entre loci não 
ligados sugere miscigenação recente, sendo considerada tão 
mais recente quanto maior for desequilíbrio de ligação por 
mistura. Não foram observadas associações entre os loci para 
a população de casos e para a de controle. A partir de testes 
exatos, foram encontradas diferenças alélicas e genotípicas 
entre as duas populações estudadas, ou seja, o valor de 
p<0,05 tanto para a diferenciação alélica (APO – 0; PV92 – 
0,00072) como para a populacional (APO – 0; PV – 
0,00618). Portanto, rejeita-se a hipótese de que os alelos e 
genótipos possuem a mesma distribuição em casos e 
controles, ou seja, são diferentes. 
Palavras-chave: APO, PV92, AR, PSC, Equilíbrio de 
Hardy-Weinberg.
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ABSTRACT 
 
One of the challenges in genetic studies is to use small 
amount of genetic differentiation among populations to infer 
the history of human migrations. Genetic differences among 
human populations derive mainly from gradients in allele 
frequencies from different genotypes. The population 
structure was identified from the accumulation of small 
differences in allele frequencies across many loci. In this 
work were genotiped two markers (APO e PV92) in a 
sample of 200 in Santa Catarina (AR-Rheumatoid Arthritis 
and PSC – Population of Santa Catarina), no relation to each 
other, volunteer donors. A deviation from Hardy-Weinberg 
equilibrium (p<0 .050), AR Group (PV92-p=0.000), was 
held the Chi-square of homogeneity for both the APO and 
the PV92 marker, the null hypothesis was rejected, i.e. the 
two sample groups are not homogeneous with regard to 
phenotypic classes. For APO the x 2 calculated (26.6025) 
was much larger than the x 2 tabled (5.99), and for the x 2 
PV92 calculated (32.2801) was much larger than the x 2 
tabled (5.99). An association between loci not linked 
suggests recent miscegenation, being considered as latest the 
greater imbalance of connection by blending. Associations 
were not observed between the loci for population of cases 
and for the control. From exact tests, allele and genotype 
differences were found between the two populations studied, 
i.e., the value of p<0.05 for both the allelic differentiation 
(APO-0; PV92 – 0.00072) as for the population 
differentiation (APO-0; PV-0.00618). Therefore, rejects the 
hypothesis that the alleles and genotypes have the same 
distribution in cases and controls, i.e. they are different. 
 
Keywords: APO, PV92, AR, PSC, Equilíbrio de Hardy-
Weinberg. 
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1 INTRODUÇÃO  
Para entender a história e a evolução das populações humanas, 
duas grandes áreas da Genética se entrelaçam: a Genética de 
Populações, que estuda a origem e as forças evolutivas atuantes, e a 
Genética Molecular que utiliza a variabilidade genômica como 
ferramenta para inferir cenários evolutivos passados. Esta variabilidade 
constitui a heterogeneidade do genoma humano, sendo tais regiões 
variáveis os polimorfismos genéticos que, quando utilizados em estudos 
genômicos são denominados marcadores moleculares (CAVALLI-
SFORZA, 1998). 
Hoje, com o advento da engenharia genética e o sequenciamento 
completo do genoma humano, diversos marcadores moleculares foram 
caracterizados e podem ser classificados em três grandes grupos: os 
polimorfismos de sequência, tais como os SNPs (do inglês, Single 
Nuclotide Polymorphism) (SACHIDANANDAM et al., 2001), os 
microssatélites (TAUTZ, 1989) e os polimorfismos de inserção e 
deleção (INDELs, do inglês, Insertion/Deletion) (WEBER et al., 2002). 
A genética de populações humanas tem sido um campo ativo e 
envolvente desde 1900, quando os únicos marcadores genéticos até 
então descritos eram os grupos sanguíneos (sistema ABO) e uns poucos 
polimorfismos proteicos. Naquela época, foi intrigante perceber como 
os padrões de polimorfismos se distribuíam entre as culturas humanas, 
frequentemente refletindo as grandes divisões continentais e as ondas de 
migrações passadas. Entendia-se que o acúmulo de dados genéticos 
tornaria essas inferências mais robustas e precisas (HARTL e CLARK, 
2010). 
Nos últimos anos, a genética de populações humanas tem sofrido 
um significativo aumento no volume de dados gerados sobre os genes 
humanos e suas variações, especialmente após a publicação do Projeto 
Genoma Humano. Outro importante estímulo foi a ideia de que os genes 
responsáveis por muitas doenças genéticas poderiam ser mapeados 
simplesmente por sua associação estatística a genótipos com funções 
desconhecidas, ao longo do genoma. Essa ideia de mapeamento por 
associação converteu-se em um esforço para detectar, mapear e 
caracterizar polimorfismos humanos em diversas populações distintas 
(HARTL e CLARK, 2010). 
Diversas aplicações práticas deste tipo de pesquisas merecem 
destaque: o mapeamento genético e identificação de genes de 
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suscetibilidade a doenças em humanos, incluindo câncer de mama, 
artrite reumatoide, lúpus e psoríase. 
1.1 População Brasileira como modelo tri-híbrido 
A população brasileira é produto da miscigenação entre três 
principais grupos étnicos: ameríndios, europeus e africanos. O 
descobrimento da América pelos europeus, no século XV, promoveu 
uma onda migratória intensa envolvendo pelo menos dois continentes 
doadores (Europa e África) e tendo América como receptora de tais 
etnias.  
O componente africano na população brasileira foi atribuído à 
prática escravista que teve início por volta de 1538 e se manteve por 
aproximadamente 350 anos (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1970 apud 
MUNIZ et al., 2008). Durante este período, milhares de escravos foram 
embarcados no litoral atlântico da África, em diversos locais da costa 
que se estende do Senegal ao sul de Angola e ao norte da Namíbia e 
também no litoral da África Oriental, de Moçambique à Somália. Estes 
entraram no país principalmente pelo Maranhão, Bahia, Rio de Janeiro e 
Pernambuco, sendo posteriormente distribuídos para as demais regiões 
(TAVARES, 1988 apud MUNIZ et al., 2008). 
Estima-se que até 1880, tenham sido trazidos para o continente 
americano pelo menos 10 milhões de africanos. A migração em massa 
de europeus e de africanos promoveu padrões genéticos diferentes, 
sendo observados apenas nas gerações seguintes, havendo o 
estabelecimento de populações com vários tipos e graus de mistura em 
toda América. Além disso, a migração em massa promoveu também 
mudanças demográficas, havendo redução da população nativa em 
aproximadamente 90% do que existia à época do início da colonização 
(BEDOYA et al., 2006). 
Os grupos indígenas do litoral brasileiro encontrados pelos 
portugueses eram principalmente tribos do tronco Tupi. Somavam cerca 
de um milhão de índios, divididos em dezenas de tribos, compreendendo 
300 a 2000 habitantes em cada aldeia (RIBEIRO, 1997 apud MUNIZ et 
al., 2008). Os primeiros habitantes das terras que hoje correspondem à 
Santa Catarina foram indígenas que podem ser identificados em relação 
ao tronco linguístico em dois grandes grupos: Tupi-Guarani (Guarani) e 
Macro Gê (Kaingang e Xokleng) (www. http://www.ethnologue.com).  
A bibliografia relativa aos Guarani é provavelmente a mais vasta 
das tribos brasileiras, uma vez que desde o século XVI eles têm sido 
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objeto de inúmeras obras descritivas e que atualmente compõem um dos 
mais numerosos registros de povos indígenas sul-americanos 
(MARRERO et al., 2007). Dominavam as florestas subtropicais do Rio 
Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná e Misiones (Argentina), assim 
como as florestas tropicais de São Paulo, Mato Grosso do Sul, Paraguai 
e Bolívia. Os Guarani do Brasil Central podem ser divididos de acordo 
com diferenças linguísticas e peculiaridades da cultura material em três 
grandes grupos: Ñandeva, Kaiowá e M’Byá (MARRERO et al., 2007). 
O declínio da população Guarani ocorreu através de causas não 
muito diferentes daquelas que vitimaram outras populações nativas: a 
escravidão imposta pelo governo militar espanhol nas reduções depois 
da expulsão dos Jesuítas e da mestiçagem entre mulheres Guarani com 
homens não indígenas, assim como, a introdução de novas doenças de 
origem europeia ou africana, associadas a ataques de bandeirantes, além 
da Guerra Guaranítica (SCHIAVETTO, 2003). 
No século XV, Portugal necessitava de um grande contingente de 
pessoas para ocupar a colônia, evitando perder estas terras para a 
Espanha, a atenção das autoridades voltou-se para as ilhas atlânticas – 
Açores e Madeira, que sofriam uma forte crise de subsistência devido à 
densidade populacional elevada e, portanto, havia desejo destes ilhéus 
em partir. O edital do rei estimulando as famílias a emigrarem deixava 
claro o de Portugal propósito de ocupação do território, através de uma 
colonização de base estável (FLORES, 2000 apud MUNIZ et al., 2008). 
Desta forma, dois problemas puderam ser resolvidos de uma 
única vez, a crise de subsistência no arquipélago e a ocupação do sul do 
Brasil. Além de portugueses, o Brasil recebeu imigrantes de outros 
países como: italianos, alemães, espanhóis, poloneses, japoneses e sírio-
libaneses que saíam de seus países em busca de melhores condições de 
vida nas Américas. Estima-se que cerca de 15 milhões de europeus 
tenham cruzado o Atlântico até 1880 sendo que entre 1881 a 1915 o 
número de imigrantes alcançou seu apogeu, chegando a cerca de 31 
milhões de indivíduos (KLEIN, 2000 apud MUNIZ et al., 2008). 
É importante salientar que outros grupos étnicos contribuíram 
para a formação da população brasileira. Este processo migratório que 
perdura há mais de cinco séculos culminou na atual composição da 
população brasileira e implicou não somente alterações nas composições 
genéticas inerentes à miscigenação, como também na inserção de 
diferentes culturas e costumes. A população catarinense segue o mesmo 
padrão, como mostra a tabela 1. 
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Tabela 1: Composição Étnica da População de Santa Catarina – 
IBGE/2008 
 
1.2 Estrutura populacional 
Um dos desafios nos estudos genéticos é usar a pequena 
quantidade de diferenciação genética entre populações para inferir a 
história das migrações humanas. As diferenças genéticas entre as 
populações humanas derivam principalmente de gradações nas taxas de 
frequências alélicas a partir de genótipos distintos. A estrutura 
populacional foi identificada a partir da acumulação de diferenças de 
pequenas frequências alélicas através de muitos loci (ROSENBERG et 
al., 2002). 
Do ponto de vista genético, a estruturação na população humana 
é determinada por padrões de acasalamento e reprodução. Grandes 
distâncias físicas e barreiras geográficas (por exemplo, altas montanhas, 
grandes desertos e grandes massas de água) impõem obstáculos à 
comunicação humana e interação, levando a padrões de reprodução 
endogâmicos (ou seja, dentro de grupos) resultando em uma 
subestruturação genética que segue em grande parte das linhas 
geográficas (HARTL e CLARK, 2010). 
As duas últimas décadas de pesquisa em genética de população 
tem demonstrado que a maior diferenciação genética em uma população 
ocorre entre grupos separados continentalmente. A reprodução 
endogâmica dentro dos continentes deu origem a novas subdivisões, 
muitas vezes correspondendo a grupos étnicos. Esta subdivisão está 
novamente atribuída parcialmente à geografia, mas também está 
associada com fatores sociais, incluindo a religião, cultura, língua, e 
outras fontes de identificação de grupo (HARTL e CLARK, 2010). 
Assim, grupos étnicos são geneticamente diferenciados, 
dependendo da extensão da reprodução, isolamento e endogamia, mas 
geralmente essa diferença é menor do que em grupos continentalmente 
separados (BURCHARD et al., 2003). 
A estratificação populacional pode ser definida como a diferença 
nas frequências alélicas de uma subpopulação devido ao fator ancestral. 
Em geral, a estratificação da população ocorre quando a população total 
é formada por miscigenação entre subpopulações e quando as 
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proporções de mistura (proporções do genoma que têm ascendência de 
cada subpopulação) variam entre os indivíduos (HOGGART et al. 
2003). 
A estruturação populacional está relacionada ao risco de 
associações espúrias em estudos de caso/controle devido a diferenças 
nas frequências alélicas entre as subpopulacões constituintes do pool 
gênico de uma população. Três fatores podem levar à 
sobrerrepresentação de um grupo entre os casos: o primeiro refere-se ao 
risco inerente de que um alelo seja falsamente associado ao fenótipo, 
caso ele seja mais frequente na população de casos. O segundo fator é a 
penetrância diferencial devido a variações ambientais, onde alguns 
subgrupos podem ter maior penetrância do genótipo causal devido a 
pressões ambientais diversas, tais com hábitos alimentares. A terceira 
variante está relacionada ao viés de averiguação, ou seja, quando há 
diferenças na amostragem dos indivíduos constituintes do estudo devido 
a fatores não genéticos como acesso à saúde pública, local de moradia 
ou erros de amostragem. Métodos de análise recentes e a possibilidade 
de genotipar um grande número de marcadores permitem hoje estimar 
componentes de miscigenação visando diminuir o impacto da 
estratificação populacional nos estudos de associação de genes a 
doenças (TARAZONA-SANTOS et al., 2007). 
Apesar de grandes projetos de pesquisa, como o HapMap Project 
(www.hapmap.org) e 1000Genomes (http://www.1000genomes.org) 
estarem atualmente comprometidos na realização de estudos de 
varredura genômica, seus esforços estão majoritariamente voltados para 
populações européias, algumas africanas e outras asiáticas, sendo o 
conhecimento adquirido a respeito da variabilidade genômica 
praticamente limitado a estas e, posteriormente, extrapolado para outras 
que não estão sendo extensivamente estudadas, como as da América 
Latina (THE INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2007). 
 
1.3 Marcadores Moleculares 
Os SNPs consistem na variação de um único nucleotídeo na 
sequência de DNA. Os diferentes mecanismos de mutação podem gerar 
dois tipos de substituições de bases: as transições, quando ocorre troca 
de uma purina por outra purina (A<->G) ou de uma pirimidina por outra 
pirimidina (C<->T); e as transversões, quando ocorre troca de uma 
purina por uma pirimidina ou de uma pirimidina por uma purina (A<-
>C, A<->T, G<->C, G<->T) (IGNAL et al., 2002) 
GERENT, 2013                                                                         AIMs em Santa Catarina 
6 
 
Ao longo dos anos, estudos têm demonstrado que muitos SNPs 
distribuídos através do genoma possuem variações nas suas frequências 
alélicas entre duas ou mais populações continentais. (MAO et al., 2007; 
PRICE et al., 2007; SMITH et al., 2004; TIAN et al., 2006; TIAN et al., 
2007). Portanto, eles podem agir como marcadores biológicos, ajudando 
cientistas a localizar genes que são associados à doenças. Quando SNPs 
ocorrem em regiões gênicas ou de regulação, podem desempenhar 
funções diretamente ligadas à doença, podendo afetar as funções deste 
gene. 
Os INDELs são polimorfismos, normalmente bialélicos, causados 
pela ausência ou presença de um ou mais nucleotídeos na sequência de 
DNA. Embora ocorram em uma frequência não tão alta quanto os SNPs, 
os INDELs vêm sendo reconhecidos como uma abundante fonte de 
variabilidade genética por estarem amplamente espalhados por todo o 
genoma humano e corresponderem a cerca de 20% de todos os 
polimorfismos humanos (MILLS et al., 2006). 
1.3.1 Marcadores Informativos de Ancestralidade 
BODMER e CAVALLI-SFORZA 1971 demonstraram que a 
frequência de algumas variantes genéticas é diferente entre populações 
e/ou regiões distintas. Aquelas variantes cujo diferencial de frequência 
alélica (30%) foram denominados alelos específicos de população 
(SHRIVER et al., 1997). Hoje conhecidos como Marcadores 
Informativos de Ancestralidade (AIMs, do inglês, Ancestry Informative 
Marker), que são loci (SNPs, microssatélites, inserções/ deleções, entre 
outros) que apresentam alelos com significantes diferenças de 
frequência entre populações de regiões distintas geograficamente 
(MARTINEZ-FIERRO et al., 2009). Eles atualmente utilizados para o 
controle da estratificação populacional. 
Os AIMs são aplicados em diversas áreas de estudo, incluindo a 
genética de populações, ciências forenses, genética médica e outros. Em 
genética populacional, os AIMs podem ser usados para estimar as 
proporções de mistura, diferenciação populacional, e diversidade 
genética, fornecendo informações detalhadas sobre a variabilidade 
genética das populações de estudo (HALDER et al., 2008; REICH e 
GOLDSTEIN, 2001; CHEN et al. 2003). 
A capacidade de atribuir ancestralidade a segmentos 
cromossômicos em uma população miscigenada depende de: (1) 
marcadores com grandes diferenças de frequência entre as populações 
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ancestrais contribuintes, (2) à aproximação do número de gerações e/ou 
modelo de mistura e (3) um mapa suficientemente denso de marcadores 
informativos. Estas condições não são independentes porque, por 
exemplo, o número de gerações desde a mistura e o conteúdo as 
informações de cada marcador irá determinar a densidade de marcadores 
necessários para conferir com precisão ascendência para blocos 
cromossômicos (SELDIN et al., 2004). 
Estudos de associação geral têm sido criticados por causa de seu 
poder significativamente diminuído na presença de heterogeneidade 
alélica, uma vez que a heterogeneidade alélica é susceptível de ser muito 
comum em doenças genéticas complexas. O mapeamento por 
miscigenação tem o potencial para mapear genes que, dentro de uma 
população não miscigenada, não são suficientemente polimórficos para 
ser detectados por estudos de ligação ou associação (COLLINS-
SCHRAMM et al, 2002). 
1.4 Blocos haplotípicos: Desequilíbrio de ligação 
Os cromossomos são constituídos por vários blocos genômicos, 
de tamanhos variáveis, que podem apresentar alto grau de desequilíbrio 
de ligação e serem então denominados blocos haplotípicos. Chama-se 
desequilíbrio de ligação (LD, do inglês linkage desequilibrium), a 
ocorrência, na população, de uma frequência maior de uma determinada 
combinação entre dois genes, do que a esperada pelo produto de suas 
frequências individuais (HARTL e CLARK, 2010). 
O desequilíbrio de ligação é dependente da taxa de recombinação 
e quanto maior a taxa de recombinação, mais rápida será a aproximação 
do equilíbrio entre os dois loci. O LD é um aspecto importante em 
estudos de associação genética e é gerado em uma população 
principalmente por meio de um processo de miscigenação (HARTL e 
CLARK, 2010). Associações alélicas devido ao LD são significativas e 
estão correlacionadas com a distância física dentro de pequenas regiões 
genômicas, mas há uma deterioração dessas associações ao longo do 
tempo devido à recombinação (JORDE, 1995; HUTTLEY, 1999; 
ARDLIE, 2002). 
O LD é um importante conceito utilizado para rastrear alelos que 
possuem relação com risco de doença. No entanto, quanto à definição de 
métodos estatísticos para mapeamento de doenças genéticas usando LD 
(RISCH, 1996; PRITCHARD, 2001; WEISS, 2002), em grandes 
populações cosmopolitas, o LD pode ser difícil de detectar quando a 
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mutação é antiga, pois a quantidade de LD restante pode ser pequena 
(WINKLER, 2010). Além disso, as associações de falso-positivos 
devido à estratificação da população são importantes fatores de confusão 
em estudos de associação baseada em LD (HALDER e SHRIVER, 
2003). 
O tamanho dos blocos haplotípicos variam e depende de fatores 
genômicos como, por exemplo, a existência de hot-spots de 
recombinação (GABRIEL, et al., 2002). Os cromossomos de indivíduos 
miscigenados são constituídos da junção de blocos haplotípicos sendo 
cada um proveniente de uma população parental específica (TANG et 
al., 2005; SILVA et al., 2010), ou seja, cromossomos dos indivíduos 
miscigenados constituem verdadeiros mosaicos de longos fragmentos 
com diferentes ancestralidades (blocos ancestrais) (ROSENBERG et al., 
2010). Além disso, o processo de miscigenação gera um adicional e 
temporário desequilíbrio de ligação (não encontrado nas populações 
parentais), que abrange grandes extensões dos cromossomos (até 15 
cM), gerando longos segmentos que são herdados de maneira intacta das 
populações parentais (COLLINS-SCHRAMM et al., 2003). 
A distribuição dos tamanhos dos blocos ancestrais depende de 
fatores como o tempo de mistura das populações parentais e taxa de 
recombinação e podem ser informativos acerca da história evolutiva da 
população (TANG et al., 2005, WINKLER, 2010). Deste modo, é 
possível inferir a origem ancestral de um segmento cromossômico a 
partir da combinação da informação de múltiplos locos informativos de 
ancestralidade (AIMs, do inglês ancestry informative markers) ao longo 
da região de interesse com a informação do desequilíbrio de ligação 
gerado pela mistura (SELDIN et al., 2004). A necessidade da densidade 
de marcadores dependerá da complexidade da estrutura local do 
haplótipo e a distância ao longo do qual eles se estendem, sendo que 
nenhuma das quais ainda é bem definida (SACHIDANANDAM et al., 
2001). 
1.4.1 Desequilíbrio de ligação devido à miscigenação da população 
São descritos dois modelos de dinâmica de mistura para 
representar os extremos do processo pelo qual uma população 
miscigenada é formada: o modelo de gene de fluxo contínuo (CGF, do 
inglês Continous Gene Flow) no qual a miscigenação ocorre 
imediatamente em uma única geração sem contribuição adicional de 
qualquer população parental. Portanto, o LD de miscigenação é gerado 
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em uma única geração e gradualmente se deteriora em gerações 
sucessivas, através da variedade independente e recombinação entre os 
loci (HARTL e CLARK, 2010). 
Por outro lado, o modelo de isolamento híbrido (HI, do inglês 
Hybrid Isolament) representa uma situação onde a miscigenação ocorre 
a uma taxa constante em cada geração, com contribuições de uma, ou 
todas, as populações parentais na mistura da população. O LD por 
miscigenação sob o modelo CGF aumenta em cada geração, desde que a 
mistura esteja ocorrendo constantemente (HALDER e SHRIVER, 
2003). 
O processo de miscigenação cria inicialmente um LD entre todos 
os loci ligados e não ligados, que têm as frequências alélicas diferentes 
nas populações parentais. O desequilíbrio de ligação por miscigenação 
(ALD, do inglês Admixture Linkage Disequilibrium) em uma população 
miscigenada depende da frequência diferencial de alelos entre as 
populações parentais, o nível de miscigenação, a dinâmica de mistura, o 
tempo decorrido desde a miscigenação e a taxa de recombinação entre 
os loci (HALDER e SHRIVER, 2003). 
Enquanto o ALD entre loci não ligados decai rapidamente (dentro 
de duas a quatro gerações), o ALD entre loci ligados leva mais tempo 
para diminuir. Assim, caso as populações parentais sejam diferentes em 
uma característica ou uma doença devido a diferentes frequências de 
alelos de risco, pode ser possível identificar os loci contendo estes alelos 
usando mapeamento por mistura (HALDER e SHRIVER, 2003). A 
duração, a direção e a taxa de fluxo gênico entre duas populações 
influenciam a proporção de mistura e o comprimento dos segmentos 
cromossômicos derivados das populações ancestrais, que irão variar 
entre os indivíduos (WINKLER, 2010). 
 
1.4.2 Desequilíbrio de Ligação em populações miscigenadas: 
mapeamento por mistura 
Caso exista diferença nas frequências alélicas entre dois grupos, 
então será esperado que a população que representa a miscigenação 
entre essas duas populações deva ter um desequilíbrio de ligação maior 
do que qualquer uma das populações parentais (WINKLER, 2010). Em 
afro-americanos, por exemplo, espera-se um maior desequilíbrio de 
ligação do que entre africanos (WINKLER, 2010). 
Por meio dessa diferença de frequências é possível fazer uma 
afirmação probabilística sobre a população de origem mais provável 
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para uma região genômica. TANG et al (2005) formalizaram essa idéia 
para identificar a ancestralidade populacional de blocos específicos ao 
longo do genoma inteiro. A idéia do mapeamento de mistura é fazer isso 
para cada indivíduo na população miscigenada e então correlacionar o 
alelo que contenha um fator de risco genético para uma doença que 
possua uma maior ancestralidade compartilhada com a população cujo 
risco genético global é maior. 
O mapeamento de mistura por desequilíbrio de ligação (MALD, 
do inglês Mapping Admixture Linkage Disequilibrium) indica que 
quando há mistura entre duas populações, o LD é inicialmente criado 
entre todos os loci que têm grandes diferenças nas frequências alélicas 
entre a população miscigenada e as parentais. Com sucessivas misturas 
nas gerações, o LD entre loci não ligados decai rapidamente. Assim, 
uma população recentemente miscigenada terá regiões muito maiores de 
LD entre loci que são vistos em uma população padrão (COLLINS-
SCHRAMM et. al, 2002). 
Métodos de mapeamento de mistura agregam potencial ao estudo 
de mapear genes de susceptibilidade a doenças genéticas complexas e a 
fenótipos. Esses métodos devem ser aplicáveis quando as distribuições 
de susceptibilidade de genes são diferentes para populações fundadoras 
e os genes de susceptibilidade permaneceram vinculados com alelos ou 
haplótipos exclusivos relativamente a um da população fundadora 
(SELDIN et al., 2004). 
O primeiro pressuposto da abordagem de MALD é que um 
conjunto de marcadores com diferença de frequência entre populações 
que possa ser identificado. Estes AIMs devem ser muito úteis tanto para 
a avaliação mais teórica do método de MALD quanto a aplicação real de 
MALD para estudos de doenças. O segundo requisito do método de 
MALD é que os AIMs podem ser usados para determinar a contribuição 
das populações parentais para cada região cromossômica da população 
miscigenada (COLLINS-SCHRAMM et. al., 2002). 
A capacidade de atribuir ancestralidade a segmentos 
cromossômicos em uma população miscigenada é dependente de: (1) 
marcadores com grandes diferenças de frequência entre as populações 
ancestrais contribuintes, (2) à aproximação do número de gerações e/ou 
modelo de mistura e (3) um mapa suficientemente denso de marcadores 
informativos. Estas condições não são independentes porque, por 
exemplo, o número de gerações desde a mistura e o conteúdo de 
informatividade de cada marcador irá determinar a densidade de 
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marcadores necessários para conferir com precisão ascendência para 
blocos cromossômicos. (SELDIN et al., 2004, WINKLER, 2010). 
2 JUSTIFICATIVA 
Marcadores com grandes diferenças de frequência entre as 
populações parentais são especialmente informativos para estimar a 
miscigenação populacional e individual. O uso destes marcadores é 
desejável, pois permite a redução dos esforços de genotipagem. Estas 
estimativas permitem detectar estratificação populacional devido à 
miscigenação em estudos epidemiológicos. 
3 OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GERAL: 
Através de análises moleculares, verificar associação entre os dois 
grupos, descartando possíveis associações espúrias, em dois grupos 
amostrais, uma contendo indivíduos com a doença artrite e outra com 
indivíduos que não tinham a doença. 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  
 Padronizar a utilização dos marcadores informativos de 
ancestralidade escolhidos para este estudo: APO e PV92. 
 Genotipar os marcadores selecionados em amostras de 
indivíduos diagnosticados com Artrite Reumatoide e indivíduos 
sem histórico de doenças. 
 Verificar associação entre os dois grupos, descartando possíveis 
associações espúrias. 
 Verificar a dinâmica do processo de mistura étnica entre os 
diferentes grupos. 
4 MATERIAL E MÉTODOS 
Dois marcadores foram selecionados com base em sua 
independência (marcadores não ligados, evitando a redundância da 
informação) e a informatividade de ancestralidade (Ia), que quantifica a 
informação sobre a ancestralidade de um indivíduo fornecida pelo 
genótipo em um determinado locus (ROSENBERG et al., 2010). 
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4.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
A amostra foi constituída de 100 pacientes diagnosticados com 
Artrite Reumatoide, atendidos pelo Hospital Universitário que foram 
pareados por sexo e idade com 100 indivíduos-controles, sem 
diagnóstico nem histórico familial para a patologia em estudo, que são 
participantes de projetos realizados paralelamente pela equipe do 
Laboratório de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE/UFSC). 
Os dados epidemiológicos e familiais dos pacientes e dos 
indivíduos-controles foram obtidos através de entrevistas realizadas com 
questionários estruturados (Apêndices A e B), após a assinatura dos 
Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLEs) pelos 
voluntários (Apêndices C e D). Após as entrevistas, amostras de sangue 
periférico (cerca de 8 ml) foram coletadas através de punção venosa, 
para extração do DNA genômico e obtenção dos dados genéticos, e 
armazenadas e transportadas a 4°C para o posterior processamento no 
Laboratório de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE/UFSC). 
As amostras biológicas e os questionários obtidos nessa pesquisa 
foram catalogados e constituem um banco de dados e amostras, de 
pacientes com artrite e de indivíduos-controles, armazenado no 
LAPOGE. O protocolo de extração de DNA genômico e PCR utilizados 
neste trabalho estão no Apêndice E. 
4.2 MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE 
UTILIZADOS 
4.2.1 Determinação fenotípica (nomenclatura) 
Para os AIMs analisados no presente estudo a denominação dos 
alelos foi feita seguindo a convenção estabelecida em PARRA et al. 
(1998), onde o alelo *1 (por ex., APO*1) é o fragmento correspondente 
à banda de maior peso molecular observada no gel de agarose, devido à 
presença de uma inserção ou inserção Alu (para os loci APO e PV92). 
4.2.2 Inserções Alu (APO e PV92) 
Comprimentos dos fragmentos, localização citogenética e 
sequencia dos primers do APO como do PV92 está na tabela 2. O locus 
Alu APO (rs3138522) está próximo ao complexo de genes da 
apolipoproteína AI-CIII-AIV. A presença da inserção Alu gera um 
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fragmento de aproximadamente 400pb e caracteriza o alelo APO*1, 
frequente em nativos americanos e europeus. 
No locus Alu PV92 (rs3138523) a caracterização do alelo 
PV92*1 dá-se pela presença da inserção Alu que gera um fragmento de 
aproximadamente 400pb, mais prevalente em populações nativo 
americanas (LUIZON et al., 2008). 
Tabela 2: Comprimentos dos fragmentos, localização citogenética e 
sequencia dos primers dos dois AIMs analisados. 
 
4 3 GENOTIPAGEM DOS MARCADORES INFORMATIVOS DE 
ANCESTRALIDADE 
A genotipagem dos dois AIMs selecionados foi realizada através 
da amplificação dos fragmentos desejados pela Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction). 
4.4 TRATAMENTO DOS DADOS E ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
4.4.1 Aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg e Teste de 
Homogeneidade. 
Segundo o teorema de Hardy-Weinberg as frequências 
genotípicas esperadas no equilíbrio podem ser estimadas a partir da 
expansão do seguinte binômio: 
(xi+xj)
2
=xi
2
+2xixj+xj
2 
Onde: 
xi
2
 é a frequência esperada dos homozigotos do alelo i; 
2xixj é a frequência esperada do heterozigoto ij; 
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xj
2
 é a frequência esperada dos homozigotos para o alelo j. 
A aderência das frequências genotípicas observadas às 
proporções teóricas de Hardy-Weinberg foi verificada através do 
programa GENEPOP®, versão 3.4 (RAYMOND e ROUSSET, 1995a). 
Foram realizados três testes baseados na hipótese nula de união aleatória 
dos gametas: teste exato de probabilidade, teste para detecção da 
deficiência e para detecção do excesso de heterozigotos. 
No teste exato de probabilidade, o valor de p corresponde à soma 
de probabilidades de todas as tabelas com probabilidade menor ou igual 
ao observado. O segundo e o terceiro são testes mais sensíveis do que o 
de probabilidade e utilizam uma hipótese alternativa (H1) de excesso ou 
de deficiência de heterozigotos, respectivamente. 
Para verificar se duas amostras são homogêneas quanto às 
proporções encontradas dos diferentes fenótipos, foi utilizado o 
quadrado de Homogeneidade, de acordo com a seguinte equação: 
 
Onde: 
Observado é a frequência do fenótipo observado. 
Esperado é a frequência do fenótipo esperado por meio da 
equação: Total da linha X Total da coluna / Total Geral. 
 
O Qui-Quadrado é feito para testar a H0 (hipótese nula): Não há 
diferenças entre o observado e esperado (Neste caso quer dizer que 
ambas as amostras são homogêneas e, portanto, podem ser analisadas 
juntas, como se fossem uma única). 
Depois é feito o cálculo dos graus de liberdade para saber se o 
valor do Qui-quadrado calculado aceitará a H0, segundo a fórmula 
abaixo: 
GL= (número de linhas -1) X (número de colunas -1) 
 
Com o grau de liberdade calculado, verificar na tabela do Qui-
Quadrado tabelado (Apêndice G), com a probabilidade de 0,05 e 
comparar o valor do Qui-quadrado calculado com o da tabela. Caso o 
Qui-Quadrado calculado for menor que o da tabela, aceita-se a H0. 
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4.4.2 Estimativas das frequências alélicas e genotípicas 
As frequências alélicas (xi) e genotípicas (Xii) de cada locus, em 
indivíduos com artrite e controles foram estimadas utilizando-se o 
programa GENEPOP® (RAYMOND e ROUSSET, 1995a) versão 3.4 
(disponível em http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop), de acordo com 
as seguintes as equações: 
 
Onde: 
xi é a frequência do alelo “i”; 
Xii é a frequência do genótipo “ii”; 
nii e nij correspondem ao número de homozigotos e heterozigotos 
observados para o alelo i, respectivamente; 
n corresponde ao número de indivíduos analisados. 
4.4.3 Associações par-a-par entre loci 
A análise de LD foi realizada utilizando-se o programa 
GENEPOP®, versão 3.4 (RAYMOND e ROUSSET, 1995a). A hipótese 
nula é a de que a distribuição genotípica em um locus é independente da 
distribuição em outro locus. A verificação da ocorrência não aleatória de 
certas combinações alélicas foi realizada pela seguinte fórmula: 
 
Onde: 
Δab é o valor do desequilíbrio de ligação; 
Pab é a frequência observada de um haplótipo; 
Pa é a frequência observada do alelo a de um dado locus; 
Pb é a frequência observada do alelo b de um outro locus; 
PaPb é a frequência esperada de um haplótipo ab. 
O desequilíbrio de ligação pode assumir valores no intervalo de -
1,0 a +1,0, sendo que os valores negativos indicam a repulsão entre os 
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alelos em questão, os valores positivos indicam o acoplamento e, o valor 
zero indica a ausência de desequilíbrio de ligação. 
4.4.4 Diferenciação genética das populações 
Os testes exatos para diferenciação populacional foram realizados 
com o uso do programa GENEPOP® 3.4 (RAYMOND e  ROUSSET, 
1995a). Este utiliza Tabelas de contingência RxC geradas 
automaticamente para cada locus, em que R é o número de populações e 
C é o número de alelos no locus. Este procedimento compara cada locus 
em pares de populações, para determinar se existem diferenças nas 
frequências alélicas e genotípicas observadas, onde a hipótese nula 
testada é a de que a distribuição alélica é idêntica entre as populações 
(RAYMOND e ROUSSET, 1995b). 
5 RESULTADOS 
5.1 Frequências genotípicas, alélicas e Equilíbrio de Hardy-
Weinberg 
As frequências alélicas e genotípicas de cada um dos dois AIMs 
(APO e PV92) (Tabela 3 e 4). 
Tabela 3: Frequências alélicas e genotípicas APO 
Locus APO Casos (AR) Controles (PSC) 
Ins 152 (0,760) 192 (0,960) 
Del 48 (0,240) 8 (0,040) 
Total de Alelos 200 200 
Ins/Ins 63 (0,577) 93 (0,921) 
Ins/Del 26 (0,366) 6 (0,078) 
Del/Del 11 (0,057) 1 (0,001) 
Total de indivíduos 100 100 
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Tabela 4: Frequências alélicas e genotípicas PV92 
Locus PV92 Casos (AR) Controles (PSC) 
Ins 91 (0,460) 58 (0,290) 
Del 107 (0,540) 142 (0,710) 
Total de Alelos 198 200 
Ins/Ins 41 (0,208) 12 (0,083) 
Ins/Del 9 (0,504) 34 (0,414) 
Del/Del 49 (0,288) 54 (0,503) 
Total de indivíduos 99 100 
 
As frequências genotípicas dos dois AIMs foram comparadas aos 
valores esperados pelo Equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabela 5) 
utilizando as frequências genotípicas esperadas (Tabela 6 e 7). 
Tabela 5: Valores de p para o Equilíbrio de Hardy-Weinberg. (Valores 
em equilíbrio quando p >0,05). 
População APO PV92 
AR 0,0057 0,0000* 
PSC 0,1364 0,0884 
* Valor fora do equilíbrio de Hardy-Weinberg 
 
Tabela 6: Tabela com frequência absoluta e esperada do marcador 
APO. 
Genótipo Frequência 
Absoluta 
AR 
Frequência 
Absoluta 
PSC 
Total Desvio 
amostral 
AR 
Desvio 
amostral 
PSC 
In/In 63 (78) 93 (78) 156 2,8846 2,8846 
In/Del 26 (16) 6 (16) 32 6,25 6,25 
Del/Del 11 (6) 1 (6) 12 4,1666 4,1666 
Total 100 100 200 X
2
(0,05)= 26,6025 
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Tabela 7: Tabela com frequência absoluta e esperada do marcador 
PV92. 
Genótipo Frequência 
Absoluta 
AR 
Frequência 
Absoluta 
PSC 
Total Desvio 
amostral 
AR 
Desvio 
amostral 
PSC 
In/In 41 
(26,3668) 
12 
(26,6331) 
53 8,1212 8,0399 
In/Del 9 
(21,3919) 
34 
(21,6080) 
43 7,1783 8,5698 
Del/Del 49 
(51,2412) 
54 
(51,7587) 
103 0,0980 0,2729 
Total 99 100 199 X
2
(0,05)= 32,2801 
 
5.2 ASSOCIAÇÃO ENTRE LOCI NÃO LIGADOS 
Associações significativas entre loci não ligados são indicativas 
de desequilíbrio de ligação por mistura recente (ALD, do inglês 
Admixture Linkage Disequilibrium) (PFAFF et al., 2001) e sugerem a 
presença de estrutura genética, razão pela qual foi analisado o padrão de 
associações par a par entre os AIMs não ligados. 
5.3 DIFERENCIAÇÃO POPULACIONAL 
A diferenciação genética (alélica e genotípica) entre as 
populações de casos (AR) e controles (PSC) está descrita na tabela 8. 
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Tabela 8: Valores de p para diferenciação alélica e genotípica entre as 
populações de casos (AR) e controles (PSC). 
Loci Diferenciação alélica 
AR X PSC 
Diferenciação 
genotípica 
AR X PSC 
APO 0                                                           0 
PV92 0,00072                                   0,00618 
 
6 DISCUSSÃO 
6.1 FREQUÊNCIAS ALÉLICAS, EQUILÍBRIO DE HARDY-
WEINBERG E TESTE DE HOMOGENEIDADE 
A frequência do alelo 1 do marcador APO foi maior no grupo 
amostral PSC do que o de controle, como mostra a figura 1. Em relação 
ao marcador PV92, foi o grupo amostral AR que teve uma frequência 
maior. 
 
Figura 1: Gráfico com as frequências do alelo 1 para os dois 
marcadores genéticos nos dois grupos amostrais. 
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Das frequências alélicas dos dois AIMs aqui analisados, o 
marcador APO no grupo amostral PSC apresenta as frequências 
próximas (0,960 – presente estudo) entre europeus (0,937 - BRUM et 
al., 2013) e ameríndios (0,996 - MUNIZ et al., 2008), contudo para esse 
marcador, foi o grupo amostral AR que teve a frequência (0,760 – 
presente estudo) mais próxima da população brasileira (0,770 - 
SHRIVER et al., 2003) Já o marcador PV92 no grupo amostral PSC 
apresenta uma frequência (0,290 – presente estudo) próxima da 
brasileira (0310 - SHRIVER et al., 2003), como mostra a figura 2. 
 
Figura 2: Gráfico com as frequências do alelo 1 para os dois 
marcadores genéticos nos dois grupos amostrais comparados com a 
literatura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Frequências retiradas da literatura: EU – BRUM et al, 2013; AM – MUNIZ et al, 2008; AF – 
PARRA et al, 1998; BR – SHRIVER et al, 2003. 
Quando comparadas as frequências alélicas dos dois AIMs nas 
populações de controles deste trabalho, foram encontradas frequências 
semelhantes (APO 0,960 – presente estudo; 0,942 e 0,951 - 
ZEMBRZUSKI et al., 2006) (PV92 0,290 – presente estudo; 0,310 e 
0,258 - BRUM et al., 2013) em outros dois estudos brasileiros 
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(Apêndice F), sendo o primeiro envolvendo pacientes com Doença 
Arterial Coronariana e controles sem histórico de doença 
(ZEMBRZUSKI et al., 2006) e o segundo estudo envolvendo dois 
grupos de pacientes (um grupo diagnosticado com Neuromielite Óptica 
e o outro com Esclerose Múltipla) e seus controles sem histórico de 
doença (BRUM et al., 2013). 
Considerando as duas populações de casos e controles aqui 
analisadas (AR e PSC) e os loci estudados, houve um desvio para o 
EHW (p<0,050) que foi observado no grupo amostral de casos (AR), o 
marcador PV92 (p=0.0000). O desvio observado poderia ser explicado 
por erro de genotipagem. 
Foi realizado o Qui-Quadrado de homogeneidade, e tanto para o 
marcador APO como para o PV92, foi rejeitada a H0, ou seja, os dois 
grupos amostrais não são homogêneos quanto às classes fenotípicas. 
Para APO o X
2
 calculado (26,6025) foi bem maior do que o X
2 
tabelado 
(5,99), sendo que foram os heterozigotos (6,25 e 6,25) que mais 
contribuíram para o grupo amostral estar fora do equilíbrio. Para PV92 o 
X
2
 calculado (32,2801) foi bem maior do que o X
2 
tabelado (5,99), 
sendo que foram tanto os homozigotos de inserção (8,12 e 8,03) como 
os heterozigotos (7,17 e 8,56) que contribuíram para o grupo amostral 
ficar fora do equilíbrio. 
6.2 ASSOCIAÇÃO ENTRE LOCI NÃO LIGADOS 
O fluxo gênico entre populações geneticamente distintas gera 
ALD entre os loci (ligados e não ligados) que possuem diferentes 
frequências alélicas (HARTL e CLARK, 2010). Associações entre loci 
não ligados sugere miscigenação recente, sendo considerada tão mais 
recente quanto maior for ALD.  Não foram observadas associações entre 
os loci para a população de casos e para a de controle. 
6.3 DIFERENCIAÇÃO POPULACIONAL 
A partir de testes exatos, foram encontradas diferenças alélicas e 
genotípicas entre as duas populações estudadas, ou seja, o valor de 
p<0,05 tanto para a diferenciação alélica (APO – 0; PV92 – 0,00072) 
como para a populacional (APO – 0; PV – 0,00618). Portanto, rejeita-se 
a hipótese de que os alelos e genótipos possuem a mesma distribuição 
em casos e controles, corroborando os dados anteriores que mostram 
que os dois grupos amostrais são diferentes. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
As perspectivas incluem a incorporação de um número maior de 
AIMs para refinar as estimativas aqui apresentadas, auxiliar outros 
trabalhos que utilizem AIMs, aumentar o número de marcadores em 
futuros trabalhos do Laboratório de Polimorfismos Genéticos 
(LAPOGE/UFSC), aumentar o número de amostras a serem genotipadas 
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APÊNDICE A - Questionário aplicado nos pacientes com Artrite 
Reumatóide 
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APÊNDICE B – Questionário indivíduos controle 
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APÊNDICE C – Termo de consentimento livre esclarecido, 
indivíduos-controles 
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APENDICE D – Termo de consentimento livre e esclarecido ao 
paciente com artrite 
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APENDICE E – Metodologia de extração genômica e PCR 
 
Extração do DNA genômico 
As amostras de sangue periférico foram centrifugadas 
(Centrifugue 206 BL Excelsa II®) a 3000g (1835rpm) durante 15 min a 
temperatura ambiente (TA) para a separação dos componentes 
sanguíneos. Após a centrifugação, foram separados o plasma, o 
concentrado de hemácias e a camada de leucócitos. Esses componentes 
sanguíneos foram aliquotados, identificados e estocados a -20°C. Os 
leucócitos foram utilizados para a extração do DNA genômico. O 
plasma e o concentrado de hemácias não foram utilizados nesse estudo. 
Reagentes e Soluções 
1) Solução de Lise I (Tris-HCl 0,01M, Amresco®; Sacarose 0,32M, 
Merck®; MgCl2 0,0025M; Triton X 100 – 1%, Nuclear®); 
2) Solução de Lise II (Tris-HCl 0,01M, Amresco®; KCl 0,05M, 
Vetec®); MgCl2 0,0025M, Nuclear®); Nonidet – 1%, Amresco®; 
TWEEN 20 – 1%, Amresco®); 
3) SDS 10%(Amresco®); 
4) Solução de Perclorato de Sódio 5,0M (Vetec®); 
5) Solução Saturada de NaCl 6,0M (Nuclear®); 
6) TE (Tris-HCl 1M, Amresco®; EDTA 0,5M, Vetec®); 
7) Álcool Isopropílico Absoluto, TA- Temperatura Ambiente (Merck®); 
8) Etanol 70%, TA (Merck®). 
Procedimento 
A extração de DNA foi realizada através de um método de 
Salting Out modificado, baseado em Miller et al. (1988). Para cada 
amostra, foram colocados 100μL da camada de leucócitos em 
microtubos de polipropileno de 1,5mL (tipo eppendorf), utilizando-se 
uma micropipeta e ponteiras estéreis. Em seguida, adicionou-se 
1,0mL Solução de Lise I em cada um desses microtubos. As amostras 
foram homogeneizadas e centrifugadas (Centrifugue 5415D, 
Eppendorf®) a 13400g (12000rpm) durante 4 min a TA. O sobrenadante 
foi descartado e, este procedimento foi repetido (de 3 a 4 vezes) até que 
os glóbulos vermelhos fossem removidos e o precipitado apresentasse 
cor branca, indicando a presença dos glóbulos brancos. 
Posteriormente, foi acrescentado ao precipitado de leucócitos 
300μL de Solução de Lise II, 10μL de SDS 10% e 75μL de Perclorato 
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de Sódio 5M. As amostras foram agitadas em um agitador de tubos, do 
tipo vórtex, e a cada tubo foi acrescentado 130μL de NaCl 6M e, a 
seguir, as amostras foram centrifugadas a 13400g por 5 min a TA. 
Novos microtubos de 1,5mL foram identificados e, para esses, foram 
transferidos os sobrenadantes resultantes da centrifugação. Ao 
sobrenadante foram adicionados 300μL de Álcool Isopropílico Absoluto 
e as amostras foram, novamente, centrifugadas a 13400g por 15 min. 
O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi acrescentado 
300μL de Etanol 70%. As amostras foram centrifugadas a 13400g por 5 
min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco, a 
temperatura ambiente, overnight. Após a secagem dos precipitados, foi 
adicionado a cada tubo 100 μL de TE. As amostras foram colocadas no 
banho-maria a 56°C, por 30 min e, posteriormente, armazenadas a -
20°C. 
Reação em Cadeia da Polimerase 
Reagentes e Soluções 
1) Água Ultrapura; 
2) dNTPs solução estoque: quatro soluções separadas de 100mM de 
cada base (dATP,dCTP, dGTP, dTTP), pH 8,3 (Invitrogen®); 
3) dNTP solução de trabalho (20mM): obtida diluindo-se com água a 
solução estoque (100mM) de cada dNTP para uma solução única de 
concentração 20mM (160 μL de água de MiliQ autoclavada mais 10 μL 
da solução estoque de cada dNTP); 
4) MgCl2 1,5mM (50mM, Invitrogen®); 
5) Tampão de PCR 10X (0,2M Tris-HCl pH 8,5; 0,5M KCl; 
Invitrogen®); 
6) Iniciadores (Primers) específicos – solução estoque (100 μM): os 
primers liofilizados (IDT®) Foward e Reverse específicos para cada 
AIM foram diluídos em água autoclavada, e estocados separadamente; 
7) Iniciadores (Primers) – solução trabalho (2,5 μM): 10 μL do primer 
Foward, 10 μL do primer Reverse e 180 μL de água auto-clavada; 
8) Taq DNA Polymerase Platinum (0,5U/μL; Invitrogen®); 
Procedimento 
Os ensaios da PCR foram realizados em um volume total de 25 
μL. Todos os reagentes (Água, Tampão, dNTP – solução trabalho, 
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primers – solução trabalho, MgCl2 e a TaqPlatinum DNA polimerase), 
com exceção do DNA, foram misturados para cada locus em um único 
tubo de 0,6 μL (mistura de reação) para garantir a homogeneidade das 
reações. O cálculo para uma reação foi: 16,15 μL de água; 2,5 μL de 
Tampão de PCR; 0,25 μL de dNTP (solução trabalho); 1,00 μL de 
MgCl2; 2,00 μL de Primers (solução trabalho) e 0,1 μL de TaqPlatinum 
Polimerase. Após feito o mix de reação, 22μL da solução de reação são 
pipetados e distribuídos em tudos de 0,2 μL. 
Em cada microtubo de 0,2 μL foram pipetados 3 μL do DNA 
genômico, previamente extraído. Para cada análise foi usado como 
controle negativo contendo água no lugar do DNA genômico. Em cada 
microtubo, sob a amostra, foram pipetados 22 μL da mistura de reação. 
Os termocicladores utilizados foram o Mastercycler, Eppendorf® 
e MyCycler, Bio-Rad®. A este passo seguiu-se o programa 
correspondente a cada locus (Tabela 9). Após o término da reação de 
PCR o produto da PCR foi guardado em geladeira (4ºC) até sua 
utilização. 
Condições de PCR 
Após um passo inicial de desnaturação de 5 min a 94ºC, as 
amostras foram amplificadas por 30 ciclos nas temperaturas de 
desnaturação/pareamento/extensão especificadas (ToC PCR) para cada 
loci, seguidos por um passo final de extensão por 5 min a 72ºC. A 
menos que indicado em PCR - NOTAS, os passos de desnaturação/ 
pareamento/extensão foram respectivamente: 45 seg; 1min e 1 min. 
Tabela 9: Condições de PCR dos dois AIMs analisados 
 
4.4.2 Análise dos produtos amplificados 
Reagentes e Soluções 
1) UltraPure Agarose (Invitrogen®) 
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2)Tampão TBE 1X (100mL do Tampão TBE 10X; 900mL H2O); 
3) Água Ultrapura; 
4)Peso Molecular de 100pb (BioLabs®) 
5) GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc.) 
6)Tampão de Aplicação de Amostras (900 μL de Bromofenol, Merck®; 
900 μL Xilenocianol, Sigma-Aldrich®; 900 μL TBE; 4,5mL Ficoll 30% 
diluído em H2O, Sigma-Aldrich®; 1,8mL EDTA 0,5M pH 8,0, Vetec®; 
3,6g Sacarose, Merck®) 
Procedimento 
Os produtos amplificados foram visualizados através de 
eletroforese em gel de Agarose a 1,5%. Estes géis foram feitos 
adicionando: 40,0 mL de TBE 0,5%; 0,6 g de Agarose. Essa solução foi 
colocada em suporte específico para a solidificação do gel e, após este 
processo, a placa contendo o gel foi encaixada na cuba de eletroforese 
modelo BIOAHS-12G (Bioamerica Inc.). 
As amostras foram preparadas da seguinte forma: 6,0μL de 
produto de PCR; 1μL de mix de aplicação contendo 0,3 μL de GelRed; 
0,3 μL de Tampão de Aplicação de Amostras e 4,0 μL de Água 
Ultrapura); e, posteriormente, aplicadas no gel. No primeiro poço foi 
colocado o padrão de peso molecular de 100pb para, posteriormente, ser 
comparado com as bandas amplificadas. 
A corrida foi realizada, durante 50min, e a fonte de eletroforese 
(CBS, Scientific Company, Modelo EPS 4000) foi regulada de maneira 
que, a Voltagem (V) ficou fixa em 85 e, a Amperagem (mA) e a 
Potência (W) ficaram livres. 
Leitura dos resultados no gel de agarose 
O modo de visualização dos fragmentos de DNA para a detecção 
e anotação dos AIMs do tipo Inserção Alu (APO, PV92) está 
representado na figura 3. Nessa figura, é possível observar a presença de 
uma inserção Alu homozigota (raia 4), inserção/deleção (raias 1, 2 e 3), 
deleção homozigota (raias 6 e 7). Na raia 5 não aparece amplificação. 
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Figura 3: Gel de agarose corado com GelRed para visualização de 
fragmentos de Inserção Alu. O gel digitalizado ilustra a presença de uma 
inserção Alu homozigota (raia 4), inserção/deleção (raias 1, 2 e 3), 
deleção homozigota (raias 6 e 7). Imagem retirada de DEBORTOLI, 
2013. 
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APÊNDICE F -Frequências dos AIMs (AT3, Sb19.3, APO, 
PV92) em dois estudos brasileiros do tipo caso-controle 
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APÊNDICE G – Tabela do Qui-Quadrado 
 
 
